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 われわれはさきにエールリソヒ腹水癌細胞(EG)を用いて,TriPhenyltetraZOli-
 umGhloride(TTC)が(a)コハク酸酸化酵素系に影響を診よぼさないで,四ADH2酸化酵素
 系を強ぐ阻害する(アミタール様作用),(b)五炭糖リン酸回路で発生するNADPH2の酸化を強
 ぐ促進する(メチレン青(MD)様作用)などの作用をもつことをあきらかにした.本研究は・EC
 の有機酸代謝系に対するTTCの作用を追求したもので・特にTTCの存在下ではTCAサイク
 ルの回転が強ぐ抑制されていると考えられるにもか玉わらす,コハク酸一マ,4-C1些からの。尾
 0。生成が殆ど抑制されず、かえって軽度に促進され,またフマール酸一1,4-e14からのe1荘
 02生成は著明に促進されることを観察したので,この促進作用があらわれる機構を解明し・同
 時にこの解明を通じてTTCの特異作用やECの有機酸代謝系について新知見を得ようと意図し
 たものである。またEoにお・いて従来グルコースがコハク酸一1・4-oUからのG1些D2生成を
 強ぐ促進することが知られていたので,TTCの特異作用を利用して,この促進作用の機構を明
 らかにしょうと企てた。
 材料と方法
 dd系マウスに移植したECをpHZ4のKrebs-Ringerリン酸緩衝液に塀遊させ・C14
 でラベルしたコハク酸や7マール酸などとワールブルグフラスコ中でTTC(その他の添加物)
 ¢)添加あるいは無添加の条件で57℃で60分間反応させた。酸素消費量はワールブルグ検圧計
 を用いて測定・C1402生成量はBae1403としてinfinitethickne8s法で求めた。乳
 酸はBarker-Sum皿erson,ピルビン酸はLardyの方法で比色定量,またリンゴ酸,ピル
 ビン酸,乳酸などの有機酸へのG14のとりこみ量も測定した。この際各有機酸の単離は立木・菊
 地の方法に準じ,ぺ一バークロマト法で行った。
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 結果と考按
 1)ピルビン酸一2-C14,フマール酸一2,5-014からめC1甚02生成はTTeの濃度増加
 ととも,鷹著明に低下し・5.OmMでほとんど消失・またこの際酸素消費も強く阻害されたにもか
 かわらず,同じ5.OmMでコハク酸一1・4-CuからのC1402生成は軽度に促進され,フマー
 ル酸一コ,4-G14では,無添加系の5～6倍に達するGI`02の生成をみた。このGUO2生成と
 平行してピルどン酸十乳酸の生成(定量によっても,コハク設一1,4一σ1荏からのσ1喚のとり
 こみによっても)が認められ,これらの実験結果から,TTGは高濃度でTCAサイクルの回転
 を強ぐ阻害するにもか玉わらず,ジカル承ン酸のピルビン酸への脱炭酸を強く促進していること
 があきらかとなった。
 2)TTGと同様五炭糖リン酸回路のNAD.PH2、の酸化を促準ずることが知られているMBや
 メナジオンは単独添加では促進効果がなぐ,アミタールの同時添加を必要とした。またピルビン
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 酸とアミタールの同時添加系でも同様な促進効県がみられた。一方TTGの促進効果にはアミタ
 ールの有無は殆ど影響を示さなかった。TTOやアミタールの添加系では無添加系に比べて・コ
 ハク酸司,4-014からのリンゴ織への014のとりこ.拳が諮明であった。これらの実験事実か
 ら・TTCの促進効果はNAI)PH2再酸化の促進(MB様作用)によるものであること・しかし
 この効果があらわれるためには同時にNAD恥酸化酵素系の阻害(アミタール様作用)が必須の
 条{牛であることがあきらかとなった。
 5)以上の実験結果を綜合して,TTσが促進するジカルボン酸のピルビン・酸への脱炭酸反応
 れ
 は・maliCe且zymeに触媒されるリンゴ酸のピルビン醗への酸化的脱炭酸反応であり・T
 TOはそのアミタール様作用によってリンゴ酸のレベルを上げ,MB様作胴によって発生したN
 ADP恥の酸化を促進することによって,定常的にこの脱炭酸反応を促進するものと推定した。
 4)一方,コハク酸一1,4-G14からのC1402生成に対す'るグルコースの促進効果がII躍癌の
 進行にともなう反応液のわH.の低下にもとずぐというwennerの指摘を再確認したが,さらに
 この促進効果がTTG5.OmMあるいはアミタール2.0迦Mの添加によって完全に消失すること
 を見出した。この条件ではTTCの促進効果も観察されなかった。しかし強緩衝力のある緩衝液
 を用いて解糖によるうHの低下を防止すると・グルコースの促進効果はあらわれないが,TTC
 のそれは認められた。これらの実験事実から・ECには少ぐともふたつのジカルボン酸の脱炭酸
  
 反応が存在することが推定.される。ひとつはmalicenzy'通eによるリンゴ酸のピルビン
 餓への脱炭酸である。この反応に対するTTCσ)促進効果が低P瑚敵}出現しないのは,おそらく
 低pH値でのこの酵素活性の低下によるものであろう。もうひとつはグルコース添加により促進
 される反応経路で,その本態は不明であるが,アミタール(あるいはTTG)によって阻害され
 pHの低下によって促進されるので,オキザ・酢酸が直接の基質となっている脱炭酸反応.であろ
 うと推定した。この反応の存在はアミタールで抑制されたフマール酸一≦,4-c14からのc14
 02生成がオキザ・酢酸の同時添加でピルビン酸の添加よりもはるかに強ぐ促進された事実から
 も考えられた。
結 論
 1)Trip1ユeny'1七etrazoliumchlOri吐e(TTG)の存在下ではエールリツヒ腹
 水癌細胞のTCAサイクルの回転は強ぐ抑制されているにもかエわらず,コハク灌一1,4-C14
 からのσ1402生成は殆ど影響されず,フマール酸』窪・4-C14からのG1402の生成は著明に促
 進された。
 び
 2)この場合の代謝経路を究明した結果,TTCはNADP依存のmalice砺ymeに
 よるリンゴ酸からピルビン酸への酸化的脱炭酸反応を促進すると解される。
 5)解糖に伴う反応.液σ)pHの低下時にはTTOの添加はかえってコハク霰一句4-014冷よ
 びフマール齪一1,4一び4からのC1荏02生成を抑制した。よってこの条件下にむける上記基質代
 謝経路につき考察を加え,この場合の脱炭酸の直接の基質はオキザロ酢酸であろうことを推定した。
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 審査結果の要旨
五
 悪者が研究の対象とし疋Tr哩P丘eny“e廿azOliUmoblorlde(TTC)店従来著
 者ら雁よつて。Ehrlicb腹水ガン縮胞でのグリコース代謝に対するその特異な作用が注目されて
 いた物質である。本研究は,コハク酸・フマール酸を基質とし1こ場合の租h鳳iCbガソ細胞の有機
 酸代謝系にTTGがどのような作用を示すかを追求したもので,この追求を通じて特に,代謝研究
 一般に禾瞬書し得るTTCの特異な性状を確立するとともに,ガン細胞の有機酸代謝に関する新知見
 をも碍ようと企て秘
 著者は先づ,TTe5mMの添刀[1πよってジ刀ルボン酸一2-CMからのC1402生成がほとんど
 完全に消失するにもかエわらず,1-C14からのC1402生成はかえって促進されるという観察に出
 発し,このTTCの効果を,作用既知のメチレンブルー・メナジオン・γミタールなどの水素受容
 体や代謝阻害珊の単独あるいは組合せの効果と比較検討して・TTeの1-C1402生成に対する促
 進効果は皿aエioenzym8によるリンゴ酸のピルビン酸への酸化的脱炭酸の促進によるもので
 あり,この促進効果はTTeのNADPH2再酸化の促進作用によってあらわれるが,ぞの際,TTG
 の第二の作用であるNAD晦酸化酵素系の阻害も必須の条件であることをあ途らかにし1こ。
 以上の成鷹は,TTeの作用機序とぞの代謝研究上の有用性を確立しπ点で昏わめて有意義な成
 績である鳶同時に,ガン細胞の生理的なジ刀ルボン駿代謝を考えるに当っても多大の示唆を与え
 るもので,この点でも著者の成績はさわめて有意義なものと考える。
 しπがって,本論文は学位授与に値するものと判定する。.・
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